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ALK 阻害剤の臨床応用が注目されている．しかしながら，EGFR チロシンキナーゼ 
阻害剤適応患者は全体のおよそ 20%，ALK 阻害剤の適応患者は 3-5%と低く，また  
副作用や耐性等，多くの問題があることから，更なる分子標的治療薬の充実が必要で
あると考えられる． 
本研究では，チロシンキナーゼ受容体の一つである Axl に着目した．Axl は慢性
骨髄性白血病から単離されたチロシンキナーゼ受容体の一つで，そのリガンドとして
は Gas6 が知られている．Axl は様々な癌において過剰発現し，増殖や進展に関与  
していることが報告されている．また，Axl の活性化は EGFR チロシンキナーゼ阻害
剤の他，抗癌剤 cisplatin や HER2 標的薬 lapatinib 等種々の抗癌剤の耐性獲得に関与  
している．しかし，このような臨床的に重要な活性化（リン酸化）Axl（phospho-Axl）
ではあるが，その発現動態と癌患者の臨床病理学因子や予後との関係についてはこれ
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まで知見が不足している．また，Axl ECD は蛋白質分解酵素により切断され，血中や
組織中に sAxl として局在する．しかし，肺腺癌細胞における sAxl の放出機序やその
意義についてもこれまでに報告されていない．そこで本研究では，肺腺癌における
phospho-Axl および sAxl の生物学的役割や臨床的意義について検討することを目的と
した． 




の肺腺癌組織を用いて，Axl ECD を認識する抗体により Axl 発現を解析した結果，
phospho-Axl 陽性症例の半数以上において，Axl ECD の発現が認められなかった．培
養細胞の実験から，ECD がある場合は抗 Axl モノクローナル抗体による効果が認めら
れる可能性はあるものの，Axl ECD が存在しない症例では，抗 Axl モノクローナル抗
体の作用部位が存在しないため，効果が認められないと考えられた．この所見から，
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を添加することにより，Src および Axl の活性化が抑制された．また酸化ストレスに
より Axl ECD の切断が誘導され，この誘導は蛋白質分解酵素であるメタロプロテアー
ゼを阻害する内因性因子 TIMPs の発現低下によるものであることも認められた． 
  本研究から，Axl の肺腺癌症例に対しての新規治療標的因子としての可能性を 
示すと共に，Axl を標的とした治療薬の効果の指標として血中 sAxl 濃度の測定が有用
である可能性を示すことができた． 





第 1 位，女性では大腸癌に続いて第 2 位を占めている 1)．肺癌の死亡数は過去 10 年
で 10 倍に増加しており，WHO（世界保健機関）の統計では，肺癌による死亡者数は
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2.2. TAM ファミリーの特徴と機能 







ロブリン）様ドメイン，2 つの FNIII（III 型フィブロネクチン）ドメインである．こ
れらの構造は細胞間相互作用において重要な役割を担っており，5 つの Ig ドメインと
2 つの FNIIIドメインを有する NCAM（神経細胞接着分子）と類似した構造である 13)．
また，Axl および MerTK の細胞外ドメインは蛋白質分解されることにより，膜結合型
（membrane-bound type）としてだけでなく，可溶型（soluble type）としてマウスやヒ
ト組織中および血中に存在することが知られている 14)-16)．例えば，全身性エリテマト
ーデスや多発性硬化症患者では，sAxl（可溶型 Axl）と sMer が高濃度であることが報
告されている 17)-19)．その他，sAxl は膠原病（リウマチ，ベーチェット病）や敗血症，
腹部大動脈瘤患者の血中で高濃度を示すとも報告されている 20),21)．大腸癌患者で血中
sAxl および Gas6 が高い群では，予後不良と関係することが報告されている 22)． 
TAM ファミリーに対するリガンドとして，ビタミン K依存性を有する Gas6 およ
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び Protein S が知られている．Gas6 は Axl および Tyro3 に対して同程度の親和性を示
すが，MerTK に対してはこれらの 3 から 10 倍低い親和性を示す 23)．TAM ファミリー
はこれらのリガンドにより活性化（リン酸化）され，種々の細胞機能を発揮する．し
かし，これらの受容体はリガンド非依存的に活性化することも良く知られている．す
なわち，①TAM ファミリーの中の 1 つがホモ二量体を形成する，②TAM ファミリー
の他の因子とヘテロ二量体を形成する，③TAM ファミリー以外の他種の受容体とヘ
テロ二量体を形成する，④他の細胞の細胞膜に存在する受容体の細胞外ドメイン同士
が結合する，⑤他種の受容体の活性化により Src を介して活性化される，という 5 つ
の異なる機序がこれまでに報告されている 12),24)． 
2.3. 癌における Axl の役割 
  Axl はこれまでに様々な癌細胞においてその発現が報告され，増殖や浸潤・転移
に関わっていることが知られている．Hector らは，Axl は食道腺癌の予後不良因子で
あり，Axl を阻害すると HER2 の活性化が誘導され，受容体間でのクロストークが生
じることを報告している 25)．更に，抗癌剤 cisplatin やアポトーシス誘導サイトカイン
である TRAIL（TNF 関連アポトーシス誘導リガンド）に対する耐性にも関与してい
るとされる 26),27)．卵巣癌患者では，Axl と Gas6 の発現が正常卵巣と比較して有意に
高く，転移性卵巣癌に対して，Axl を標的とする治療法が効果的である可能性が報告
された 28),29)．乳癌においても，Axl の発現や EMT（上皮間葉転換）との関連，更に
これを標的とする治療薬の可能性が報告されている 30)-32)．また，HER2 陽性乳癌を用
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いて，HER2 標的薬である lapatinib 耐性細胞を作製し解析した結果，Axl の活性化が
lapatinib 耐性獲得機序に関与して いることが明らかにされた 33)． 
2.4. 非小細胞肺癌における Axl の役割 




に，Axl を標的とするモノクローナル抗体が開発され，培養細胞および動物実験に  
より，肺腺癌の細胞増殖を抑制することが示されている 37),38)． 
近年，EGFR 遺伝子が変異を示す非小細胞肺癌患者に対し，EGFR 阻害剤が臨床
応用されており，顕著な効果を示している 39)．一方，EGFR 阻害剤に対する耐性を    
獲得する患者が多いことも大きな問題となっており，世界中で耐性獲得機序の解明に
関する研究が行われている 40),41)．耐性獲得の機序の一つとして，最近 Axl が関与して
いることが報告された 42)．すなわち，EGFR 阻害剤 erlotinib を用いて作製した耐性  
獲得マウスおよび培養細胞を用いたマイクロアレイ解析の結果，Axl および Gas6 の
発現誘導が認められた．更に，erlotinib 耐性獲得肺癌患者においても同様の結果が  
得られた．これらのことから，EGFR 阻害剤耐性獲得において，Axl の活性化が重要
な役割を担っていることが示唆され，世界的に大きな注目を集めている． 










Axl に着目し，研究を進めることとした．そのために，以下の 3 点について検討を  
行った． 
3.1. 肺腺癌組織におけるリン酸化 Axl の発現と抗 Axl モノクローナル抗体による 
細胞増殖抑制効果の検討 
  肺腺癌組織における phospho-Axl の発現について免疫組織化学にて検討し，臨床
病理学的因子および患者の生存率との関係を解析した．また，肺腺癌培養細胞を  
用いて，抗Axlモノクローナル抗体による細胞増殖抑制効果についても検討を行った． 
3.2. 肺腺癌組織における Axl の発現およびリン酸化 Axl の発現との比較検討 
  肺腺癌組織における Axl の発現について，細胞外ドメインを認識する抗体を  
用いて検討した．また，phospho-Axl の発現と比較検討を行った． 
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3.3. 肺腺癌細胞における Axl 活性化および切断のメカニズム解明 
  肺腺癌培養細胞を用いて，Axl の活性化および細胞外ドメイン切断機序について
in vitro の系で検討した．更に本研究では，この Axl の活性化と細胞外ドメイン切断と
酸化ストレスの関わりについても解析した． 





東北大学病院および仙台厚生病院で外科的切除された肺腺癌症例計 112 例に  





本研究で用いた一次抗体の詳細については，表 2 に示した． 
4.1.3. 免疫組織化学法 
パラフィン組織を脱パラフィン処理した後，抗原賦活処理を行った．0.01 M PBS
（リン酸緩衝液：NaH2PO4·2H2O, 450 mg/L; Na2HPO4·12H2O, 3.23 g/L; NaCl, 8.0 g/L；全
て和光純薬工業株式会社，大阪）で洗浄後，ブロッキング試薬（Histofine kit，ニチレ
イ，東京）を添加し，室温で 30 分静置した．0.01 M PBS で洗浄後，一次抗体希釈液




溶液にて室温で 10 分間静置した．PBS にて洗浄した後，Histofine kit（二次抗体試薬，
室温 30 分→酵素試薬，室温 30 分）もしくは EnVision+ kit（EnVision+，室温 1 時間；
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DAKO, Glostrup, Denmark ）を用いてペルオキシダーゼ標識した． DAB
（3,3’-Diaminobenzidine；ジアミノベンジジン）溶液（0.05 M Tris-HCl buffer；DAB，




った．評価者間での誤差を 5% 以下とし，ディスカッション顕微鏡を用いて 2 人同時
に評価を行った．具体的には 1 スライド当たり 10-15 視野について評価した．




の 3 段階に評価した 43)． 
Axl ECD の評価についても，過去の文献を参照し，癌細胞における発現の有無に
より，陰性（0-10%）・陽性（>10%）の 2 段階に評価した 44)． 








  本研究に用いた肺腺癌培養細胞について，表 3 に示した． 
4.2.2. 細胞培養 
  本研究で用いた全ての培養細胞は 10% FBS（ウシ胎児血清）を含む RPMI 1640
培地（Sigma Aldrich Co., St Louis, MO, USA）を用いて，37oC，5% CO2条件下で培養
した．洗浄には PBS（Sigma Aldrich Co.）を，継代にはトリプシン（Invitrogen, Gaithersburg, 
MD, USA）を用いた． 
4.2.3. 試薬 
  本研究に用いた試薬は表 4 に示した． 
4.2.4. 細胞増殖試験 
  細胞増殖試験は WST-8（2-[2-methoxy-4-nitrophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2,4-disulfo- 
phenyl]-2H-tetrazolium monosodium salt）（同仁化学研究所，熊本）を使用した．細胞を
96 穴プレートに各々2000 個播種し，37oC で一晩静置したのち，各薬剤を含む培地に
交換した．72 時間後，10 L WST-8 を各ウェルに添加し，1-4 時間後の発色強度を測
定した．測定には Model 680 microplate reader（Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA）を  
用いて，450 nm および 650 nm の吸光度により細胞数を計測した． 
4.2.5. リアルタイム定量 PCR（polymerase chain reaction） 
4.2.5.1. cDNA の調製 
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  薬剤処理した培養細胞に対して，TRIzol reagent（Invitrogen）を添加し，total RNA
を抽出した．抽出した RNA に対し，Quantitect Reverse Transcription kit（QIAGEN GmbH, 
Hilden, Germany）およびPCRサーマルサイクラ―（LifeTouch；Bioer Technology Co., Ltd., 
Hangzhou, China）を用いて cDNA を調製した． 
4.2.5.2. PCR 
  調製した cDNA について，LightCycler System（Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Germany），QuantiTect SYBR Green PCR kit（Qiagen）およびプライマーを用いて，   
目的遺伝子の発現量を解析した．本研究で用いたプライマーのデザインおよび合成は
日本遺伝子研究所（仙台）に発注した．プライマー配列は表 5 に示した． 
4.2.6. ウェスタンブロッティング法 
4.2.6.1. 蛋白質抽出とサンプル調製 
  薬剤処理した細胞を PBS で洗浄後，Halt Protease Inhibitor Cocktail および Halt 
Phosphatase Inhibitor Cocktail を含む Mammalian Protein Extraction Reagent（全て Pierce 
Biotechnology, Rockford, IL, USA）を添加し，蛋白質を抽出した．蛋白質の濃度を Protein 
Assay Rapid Kit Wako（和光純薬工業株式会社）を用いて測定後，サンプルバッファー
（Sample Buffer Solution，950 L；2-mercaptoethanol，50 L：共に和光純薬工業株式
会社）で懸濁させ，熱処理（100oC，4 分）を行ってサンプルを作製した． 
4.2.6.2. SDS-PAGE（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis） 
調製したサンプルについて，電気泳動を行った．SDS-PAGE に用いた試薬等は 
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以下の通りである：スーパーセパレータシステム（和光純薬工業株式会社）；泳動  
装置（Power Pack 200，Bio-Rad Laboratories）；ポリアクリルアミドゲル（10% SuperSep 
Ace；和光純薬工業株式会社）；10× 泳動バッファ （ーTHAM, 30.3 g/L; glycine, 144 g/L; 




（Hybond P polyvinylidene difluoride membrane; GE Healthcare, Buckinghamshire, UK）；
トランスファーバッファー（THAM, 3.0 g/L; glycine, 14.4 g/L; methanol, 200 mL；全て
和光純薬工業株式会社）．転写後，メンブレンを 5% スキムミルク溶液（non-fat dry skim 
milk powder in 0.1% TBS-T (NaCl, 5.8 g/L; polyxyethylene (20) sorbitan monolaurate, 1.0 
mL; 1 M Tris-HCl (pH 7.5))；和光純薬工業株式会社）でブロッキングを行い，TBS-T
で洗浄した．ImmunoShot Reagent 1（コスモバイオ株式会社，東京）で希釈した一次
抗体溶液に浸し，4oC で 24-48 時間静置した．用いた一次抗体の条件等は表 6 に   
示した．TBS-T で洗浄後，ImmunoShot Reagent 2（コスモバイオ株式会社）で 20000
倍に希釈した二次抗体溶液に浸し，室温で振盪させた．1 時間後，メンブレンを TBS-T
で洗浄し，ECL-plus Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を用いて蛋白
質を検出した． 
  細胞培養した培地（CM）を用いた検討では，CM を回収後，遠心式限外ろ過カ
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ラム（ApolloTM 7 mL, Orbital Biosciences, Topsfield, MA；Amicon Ultra, Millipore, Bedford, 
MA）を用いて CM を約 100 倍濃縮した．濃縮した CM を上記のサンプルバッファー
で 1:1 に希釈後，熱処理（100oC，4 分）を加え，サンプルとして上記と同じ実験を行
った． 
本研究では，-actin をローディングコントロールとした．検出および分析には
LAS-1000 cooled CCD-camera chemiluminescent image analyzer および Multi Gauge v3.1 
software（共に富士フイルム株式会社，東京）を用いた． 
4.2.7. 抗体アレイ 
  リン酸化チロシンキナーゼ受容体（RTK）を網羅的に解析するために，RayBio 






後，ビオチン標識抗体で 2 時間インキュベートし，HRP 標識ストレプトアビジンと 
化学発光物質により検出した．検出および分析には LAS-1000 cooled CCD-camera 
chemiluminescent image analyzer および Multi Gauge v3.1 software（共に富士フイルム 
株式会社）を用いた． 
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4.3. 統計解析 
  統計解析には StatView 5.0 J software（SAS Institute Inc., NC, USA：単多変量解析） 
および StatMate IV（アトムス株式会社，東京：その他全ての解析）を用いた．本研究
では P < 0.05 の場合，統計学的有意差ありと判断した． 
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5. 研究結果 
5.1. 肺腺癌組織におけるリン酸化 Axl の発現と抗 Axl モノクローナル抗体による 
細胞増殖抑制効果の検討 





弱陽性・強陽性の 3 段階に評価したところ（図 1），各々の症例群の割合は以下の通り
であった：陰性症例，40.2%（112 症例中 45 症例）；弱陽性症例，38.4%（112 例中 43
例）；強陽性症例，21.4%（112 例中 24 例）． 
Phospho-Axl の発現と臨床病理学的因子との相関を解析したところ，腫瘍径は
phospho-Axl 強陽性症例群において大きくなる傾向が認められたが統計学的有意差は
認められなかった（P = 0.08；表 7）．また，増殖マーカーである Ki67 の標識率は，
phospho-Axl 強陽性症例群において最も高い値を示した．検討した症例の全生存率と
の相関を解析した結果，phospho-Axl の発現が強い程，有意に予後不良であることが
分かった（P = 0.041；図 2）．単・多変量解析の結果，phospho-Axl の発現は症例の   
予後不良と有意に相関した（単変量解析，P = 0.009；多変量解析，P = 0.01：表 8）．
その他の因子については有意差が認められなかった． 
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5.1.2. 肺腺癌培養細胞に対する抗 Axl モノクローナル抗体の細胞増殖抑制 
肺腺癌由来培養細胞 5 種類（A549，NCI-H23，NCI-H1975，PC9 および PC3）に
ついて，phospho-Axl，Axl および Gas6 の発現量を検討した（図 3）．Axl の発現は PC9，
A549，NCI-H1975 で顕著に高かった．Axl が高発現している細胞の中で，PC9 におい
てのみ，Gas6 の高発現が認められた．また，PC3 では Axl をほとんど発現していない
にもかかわらず，Gas6 の高発現が認められた．また，phospho-Axl の発現は PC9 で最
も高く，A549 においても発現が認められた． 
これらのことから，今回の検討では PC9 と A549 を選択し，抗 Axl モノクローナ
ル抗体による細胞増殖抑制効果について検討した．この薬剤を濃度依存的（1.0，2.0，
5.0 g/mL）に添加し，細胞増殖試験を施行した結果，A549 に対しては 2.0 g/mL以
上で増殖を有意に抑制し，PC9 に対しては濃度依存的に増殖を抑制した（図 4A）．蛋
白質レベルでの解析の結果，これらの培養細胞は通常培養条件下で Axl を活性化して
いた（図 4B）．抗 Axl モノクローナル抗体を濃度依存的（2.0，5.0 g/mL）に添加す
ることにより，細胞増殖試験と同様に，A549 に対しては 2.0 g/mL以上で，PC9 に対
しては濃度依存的に Axl および ERK（extracellular signal-regulated kinase）のリン酸化
を抑制した．また，total Axl および total ERK に対しては影響を与えなかった． 
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5.2. 肺腺癌組織における Axl の発現およびリン酸化 Axl の発現との比較検討 
5.2.1. 肺腺癌組織における Axl の発現 
  肺腺癌組織 52 症例における Axl の発現について，免疫組織化学にて検討した．
52 症例の臨床病理学的因子については表 9 にまとめた．Axl ECD を認識する抗体を用
いて検討した結果，癌細胞の細胞膜に発現を認めた（図 5）．また，癌細胞における
Axl の発現の有無に関わらず，全ての症例で癌細胞周囲に認められる一部の間質細胞
に Axl ECD の発現が認められた．この間質細胞における Axl の発現は，血管内皮細胞
のマーカーである CD31 の発現と一致したことから，Axl の発現が検出された間質細
胞は血管内皮細胞に相当すると考えられた（図 6）．得られた結果を陰性および陽性の
2 段階に評価した結果，それぞれの症例数と割合は以下の通りであった：陰性，59.6%
（52 症例中 31 症例）；陽性，40.4%（52 例中 21 例）． 
5.2.2. 肺腺癌組織におけるリン酸化 Axl および Axl 細胞外ドメインの発現の比較 
  今回検討した 52 症例の phospho-Axl および Axl ECD の発現について，表 10 にま
とめた．検討した 52 症例の内，phospho-Axl 陽性であった症例は 31 症例であり，こ
の中で Axl ECD 陽性症例が 11 例，陰性症例が 20 症例であった．すなわち，Axl ECD
の発現が認められないにもかかわらず，phospho-Axl が検出された症例が認められた
（図 7）．増殖マーカーKi67 および腫瘍径との相関関係を解析したが，Axl ECD の有
無による有意な差異は認められなかった（それぞれ P = 0.47，0.79：表 11）． 
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5.3. 肺腺癌細胞における Axl 活性化および切断の機序の解明 
5.3.1. 酸化ストレスによる Axl の活性化とその機序 
  本検討では，外因的に Gas6 を添加することにより，Axl を活性化させる NCI-H23
と PC9 を選択し，以降の検討を行った．酸化ストレスにより活性化されるチロシンキ
ナーゼ受容体について，抗体 アレイを用いて 71 因子（図 8A）を網羅的に解析した．
5.0 mM H2O2を添加し解析を行った結果，いずれの培養細胞においても phospho-Axl
の発現が顕著に誘導された（図 8B，結果の全体像）．また NCI-H23 において，
phospho-EGFR の発現が誘導されていたが PC9 については変化が認められなかった
（図 8C，phospho-Axl および phospho-EGFR を抽出した結果）．更に，H2O2処理によ
りリン酸化されるチロシン残基について，抗リン酸化チロシン抗体を用いて検討した
結果， 2つの培養細胞においてリン酸化された共通の因子が3つ認められた：①52 kDa
よりやや高分子量の因子，②100 kDa と 150 kDa の間の因子，③150 kDa と 250 kDa
の間の因子（図 9）． 
酸化ストレスによるリン酸化誘導について更に解析するために，抗体アレイで 
変化を示した phospho-Axl および phospho-EGFR に加え，癌細胞の主な細胞内シグナ
ル経路である PI3K-Akt 経路と MEK-ERK 経路の代表的な因子，それぞれ Akt および
ERK，更に過去の文献から，酸化ストレスに関与していると報告されている Src のリ
ン酸化に関して検討を行った 45)．H2O2を濃度依存的（0.5，5.0 mM）に添加した結果，
いずれの培養細胞においても Axl，EGFR および Src は 5.0 mM でのみ活性化の誘導を
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認めた（図 10）．ERKに関して，NCI-H23 においては 0.5 mM より活性化誘導を認め，
PC9 においては濃度依存的に誘導された．Akt に関して，いずれの細胞においても低
濃度である 0.5 mM で活性化誘導が認められたが，5.0 mM ではコントロールレベルま
で減少した．酸化ストレスによる Akt の活性化誘導のメカニズムは，今回検討する
Axl や EGFR を介した経路とは異なる経路であると考え，以降の実験は Axl，EGFR，
Src および ERKのリン酸化について解析を行うこととした． 
H2O2 処理により活性化された上記 4 因子を標的とする薬剤を投与することに 
より活性化を抑制できるか否かを検討した．EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 gefitinib
および，Axl のリガンド Gas6 と結合することにより Axl の活性化を抑制する Axl-Fc
を添加した．その結果，いずれの細胞においても活性化された各因子を抑制すること
はできなかった（図 11）．また，gefitinib 投与により，Src のリン酸化が誘導された． 
Gas6 は一般的に遊離型として存在する他，細胞膜上にも存在することが報告  
されており 46)，合わせて EGFR のリガンドの中には HB-EGF と呼ばれる細胞膜結合
リガンドが存在する 47)．酸化ストレスにより ADAMs や MMPs に代表されるメタロ
プロテアーゼの発現が誘導され，細胞膜結合蛋白質が分解されることが知られている．
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また，酸化ストレス条件下，Gas6 および HB-EGF の発現は RNA レベルで有意に低下
していた（図 13）． 
次に，ERKの上流因子である MEK を標的とする薬剤 U0126 を添加した．その結
果，PC9 における ERK の活性化のみ抑制され，その他の因子に影響は認められなか
った（図 14A）．また，U0126 は NCI-H23 に対し，いずれの因子に対しても明らかな
影響は認められなかった．更に，Src を標的とする薬剤 PP2 を添加した結果，いずれ
の細胞においても Src および Axl のリン酸化が顕著に抑制された（図 14B）．また，
EGFR および ERK のリン酸化に対しても抑制作用を示したが，完全には抑制されな
かった． 
5.3.2. 酸化ストレスによる Axl の切断とその機序の解明 
  上記の Axl が活性化された条件下で Axl の発現を，Axl ECD を認識する抗体を 
用いて解析した．その結果，NCI-H23 に対しては 0.5 mM から Axl の発現が減少し，
PC9 に対しては濃度依存的に減少した（図 15A）．これに対し，5.0 mM H2O2を添加し，
RNAレベルで Axl の発現を検討したが，変化は認められなかった（図 15B）． 
Axl ECD 切断実験を行うに当たり，FBS に含有する MMPs 等のメタロプロテアー
ゼによる直接的な影響や，成長因子やサイトカインによる癌細胞でのメタロプロテア
ーゼの発現が誘発されるような間接的な影響が考えらたため，無血清培地にて培養後
の蛋白質を解析した．6 時間および 24 時間栄養枯渇後の蛋白質を検討した結果，0 時
間で認められた低分子量に位置するバンド（55 kDa；ECD 切断後に残った細胞内ドメ












49),50)とその機能を阻害する薬剤 GM6001 を用いて，Axl ECD の切断実験を行った．
NCI-H23 および PC9 に対し，PMA を添加した結果，全長 Axl（140 kDa）が減少し，
ECD 切断後の細胞内ドメイン（55 kDa）が増加した（図 17A）．この変化は，GM6001
の添加によりコントロールレベルまで回復した．同条件において細胞を培養した培地
CM を回収し，濃縮したサンプルについて，Axl ECD を認識する抗体を用いて解析  
した．PMA を添加した結果，76 kDa よりやや低分子量のバンド（切断された細胞外
ドメイン，sAxl（65-80 kDa16)）が検出され，GM6001 によりコントロールレベルまで
減少した（図 17B）．これらの結果から，PMAによる Axl ECD の切断と sAxl の放出，
および GM6001 による切断の抑制が認められた． 
  同様に 5.0 mM H2O2を添加し，Axl ICD を認識する抗体を用いて検討した結果，
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PMA添加の際に認められたように，全長 Axl の減少と ECD の増加が認められた（図
18）．また，GM6001 はこれを回復させた．更に，CM における sAxl の分泌について
も，PMA での結果と同様に，H2O2処理により増加し，GM6001 により抑制された．
NCI-H23 において，H2O2誘導性 Axl 切断は PP2 を添加しても抑制することができな
かったが，PC9 においては僅かではあるが，PP2 による抑制が認められた（図 19）． 
  続いて，H2O2添加による Axl ECD 分解誘導の機序に関し，TIMPs（内因性メタ
ロプロテアーゼ阻害因子）の発現について解析した結果，両細胞において，H2O2添加
により TIMP1 および TIMP2 の発現が有意に減少した（図 20）． 





PI3K-Akt 経路や MEK-ERK 経路等の細胞内シグナル経路へ移行して活性化し，増殖や
浸潤等，様々な細胞機能を誘導するとされている．Axl はこれまでに多くの癌に   
おいてその発現や活性等について報告されてきたが，いずれの癌組織においても   
phospho-Axl の発現や臨床病理学的意義については検討されていない． 
更に，Axl はその細胞外ドメインが蛋白質分解酵素により分解され，可溶型で  





6.1. 肺腺癌組織におけるリン酸化 Axl の発現と抗 Axl モノクローナル抗体による 
細胞増殖抑制効果の検討 









6.1.2. 肺腺癌培養細胞に対する抗 Axl モノクローナル抗体の細胞増殖抑制効果 
 コントロールレベルにおいて，PC9 は Gas6 を自己分泌することにより，A549 は
過去の文献から，Axl を過剰発現していたことから，Gas6 非依存的に Axl を活性化し
ていることが予想された 12)．これらの細胞に対し，抗 Axl モノクローナル抗体は，
Axl の活性化を抑制することにより，MEK-ERK 経路を介して細胞増殖を有意に抑制
することが認められた．また，本薬剤はAxlの細胞外ドメインに結合することにより，
Gas6 と Axl との結合の抑制と共に，Axl の二量体形成をも抑制するというメカニズム
が考えられた． 
Axl の細胞内シグナル経路に関しては，様々な報告がある．すなわち，血管平滑
筋細胞 53) や水晶体上皮細胞 54) においては PI3K-Akt 経路が，心臓線維芽細胞 55) や前
立腺癌細胞 56) においては Axl の MEK-ERK 経路が主要なシグナル経路であることが
報告されている．これらのことから，肺腺癌は心臓線維芽細胞や前立腺癌と同様のメ
カニズムである可能性が示唆された． 
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6.2. 肺腺癌組織における Axl の発現およびリン酸化 Axl の発現との比較検討 
6.2.1. 肺腺癌組織における Axl の発現 
検討できる症例は東日本大震災による種々の影響により 112 症例から 52 症例に
減少したが，phospho-Axl と Axl ECD の発現の比較・検討を行った．過去の文献によ
り，血管内皮細胞における Axl の血管新生への関与も報告されていることから 57),58)，
血管内皮細胞におけるその発現を説明することができる．また，血管内皮細胞におけ
る phospho-Axl の発現は認められなかったことについて，血管内皮細胞における Axl
の役割は，活性化ではなく接着因子としての役割が大きいという可能性が考えられた
が，詳細は不明である． 
6.2.2. 肺腺癌組織におけるリン酸化 Axl と Axl 細胞外ドメインの発現との比較 
  Axl ECD が存在し，活性化している細胞では上記の通り，Gas6 依存的もしくは
非依存的に Axl が活性化されている可能性が考えられた．これに対し，Axl ECD が存
在しないにもかかわらず，Axl を活性化していることに関しては，その活性化により，
もしくはその活性化に関わらず，Axl ECD が切断され，血中や組織中に可溶型として
放出された可能性が考えられた．膠原病などの疾患において sAxl が高濃度である  








  培養細胞を用いた実験の結果から，Axl ECD が存在したまま Axl が活性化して 
いる場合，抗 Axl モノクローナル抗体による治療法が有効であると考えられるが，  
細胞外ドメインが存在しない場合，この薬剤の作用部位が存在しないため，効果が 
認められない可能性が考えられた．このことから，続いて Axl の活性化と切断が同時
に起こるメカニズムを解析することにより，phospho-Axl 陽性／Axl ECD 陰性症例に
対する治療法の可能性を見出すこととした． 
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6.3. 肺腺癌細胞における Axl 活性化および切断のメカニズム解明 
6.3.1. 酸化ストレスによる Axl の活性化そのメカニズム 
  酸化ストレスにより活性化されるチロシンキナーゼ受容体としては，EGFR 45),60)，
PDGFR（血小板由来成長因子受容体）61)，VEGFR 62)，Axl 63) や MerTK 64) などが報告
されている．しかしながら，網羅的な解析がこれまでに報告されていないことから，
本研究では酸化ストレス処理した肺腺癌培養細胞について，抗体アレイを用いて網羅
的な解析を行った．H2O2を添加した結果，Axl および EGFR のリン酸化誘導が認めら
れた．PC9 における phospho-EGFR の変化は，アレイ解析では明らかではなかった．
しかし，抗 phospho-EGFR 抗体を用いた Western blotting による検討では，H2O2処理に
より発現増加が認められた．PC9 は EGFR 遺伝子に変異を有しており，常に EGFR が
活性化された状態にある 66)．通常状態での PC9 における phospho-EGFR の発現量がア
レイ解析での最大検出量であったため，変化が認められなかったと考えられた． 
  2 つの培養細胞に共通して発現増加した因子が 3 種類は，ウェスタンブロッティ
ングの結果から，過去の文献に基づき，①52 kDa よりやや高分子量の因子は Src（60 
kDa）であり，②の 100-150 kDa の因子は Axl（140 kDa）63)，③の 150-250 kDa は EGFR
（175 kDa）45),60),65)であると予想された．PC9 において，H2O2添加により，およそ 250 
kDa の因子の発現誘導が認められた．これは過去の文献から，VEGFR（230 kDa）で
あると予想されるが 62)，NCI-H23 では変化が認められなかった． 
  Axl-Fc による Axl の活性化抑制作用が認められなかったから，酸化ストレスに  
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よる Axl の活性化は Gas6 を介さず，リガンド非依存的に活性化された可能性が示唆
された．続いて gefitinib による EGFR の活性化抑制作用も認められなかったが，これ
については過去の報告されているように，酸化ストレスにより阻害剤が効果を示しに
くい特殊な二量体構造を形成したと予想された 66)．また，gefitinib 添加による Src の
活性化の誘導について，Src の活性化は EGFR 阻害剤耐性に関与していることが報告
されている 67)．今回の結果は，耐性獲得機序における初期反応である可能性が示唆さ
れた． 









PC9 は KRAS 遺伝子が野生型であり，NCI-H23 は変異型を有していることが知ら
れている．臨床試験において，KRAS 遺伝子変異を有する非小細胞肺癌患者に対し，
MEK 阻害剤 selemetinib＋抗癌剤 docetaxel 併用療法を施行すると，docetaxel 単剤と比





効である可能性が示されている．しかし，Yoon らの報告によると，NCI-H23 は KRAS
遺伝子変異の他に，PTEN 遺伝子変異を有しており，これら二つの遺伝子が変異して
いると，STAT3 が活性化することにより，MEK の阻害効果を低下させることが示さ
れていた 70)．これらのことから，NCI-H23 に対し，U0126 による ERK の活性化抑制
が認められなかったことが説明できる． 
  最後に，PP2 添加実験から，酸化ストレスによる Axl の活性化は Src を介してい
ることが予想された．また EGFR と ERK の活性化については，上記の EGFR による
特殊な二量体構造の形成の他 66)，Src を介したメカニズムも存在する可能性が示唆さ
れた．Src を介した Axl の活性化について，VEGFR3 の関与が過去に報告されている．
すなわち，VEGF-A による MEK-ERK 経路の活性化は，VEGFR3 の活性化を介して直
接起こるが，PI3K-Akt 経路については，VEGFR3 により活性化された Src を介して
Axl が活性化され，Axl が PI3K-Akt 経路を間接的に活性化することが報告されている
24)．本研究では，H2O2添加により VEGF の発現量に影響が認められなかったことから
（データ未掲載），酸化ストレスに直接活性化された Src が Axl を活性化していた可
能性が考えられた． 
6.3.2. 酸化ストレスによる Axl の切断とそのメカニズム 
- 32 - 
 
  PMA と GM6001 添加実験において，変化を示した分子量の因子は，140 kDa が全
長 Axl，55 kDa が切断後に残った細胞内ドメインであると予想された．同様に，CM
において検出された因子は，切断された Axl ECD（すなわち sAxl）であると予想され
た．これは，過去の文献で報告されている sAxl の分子量（65-80 kDa）とほぼ一致し
た 16)．この結果を陽性コントロールとして，H2O2処理による解析を行い，H2O2が PMA
と同様に Axl ECD の切断を誘導することが認められた．PP2 添加により，PC9 におい
てのみ H2O2 による sAxl の放出の抑制が認められたことから，酸化ストレスによる
Axl ECD 切断の一部は Axl の活性化による影響であることが推測された． 
  細胞膜結合蛋白質の分解に関与する蛋白質分解酵素として，MMP2 や MMP9 等
の MMPs，ADAM10 や ADAM17 等の ADAMs に代表されるメタロプロテアーゼ類が
知られている 51),52)．Axl ECD の切断はメタロプロテアーゼ阻害剤の添加により，抑制
されることが報告されているが 57)，切断に関与するメタロプロテアーゼの特定には至
っていない．本研究においても，H2O2添加による MMPs および ADAMs の発現につ
いて RNA レベルで解析したが，変化は認められなかった（データ未掲載）．続いて，
MMPsやADAMsの効果を抑制する内因性メタロプロテアーゼ阻害因子TIMPsの発現
に影響があるのではないかと考え，検討した結果，TIMP1 および TIMP2 いずれの発
現も有意に抑制された．これらの結果から，H2O2添加による Axl ECD の切断は，メ
タロプロテアーゼの発現や活性を誘導するのではなく，阻害因子である TIMPs の発現
が抑制されることにより，TIMPs により抑制されていたメタロプロテアーゼの活性が
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表面化したという可能性が示唆された． 
  以上の結果から，Axl ECD が存在しない状態で Axl が活性化している現象の一つ
として，酸化ストレスに起因する機序が考えられ，その指標として血中 sAxl の濃度
測定が有用である可能性が考えられた．また，この現象が起きている症例に対しては，

















Axl ECD 非存在下で Axl が活性化する一つの要因として，本研究では酸化ストレ
スに着目した．酸化ストレスの負荷により，Axl は Src を介してリガンド非依存的に
活性化し，同時に細胞外ドメインが切断された．この場合，Src を標的とした薬剤や，
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phospho-Axl の発現のみを評価しても，この薬剤の効果を予測することは難しいと 
考えられた．腫瘍細胞における phospho-Axl の発現の評価に加え，Axl ECD の発現検
討，もしくは血中 sAxl 濃度を測定することにより，Axl ECD の有無を確認すること
が今後治療薬を選択する指標になる可能性を示すことができた． 
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9. 図 
図 1 肺腺癌症例における phospho-Axl の発現 
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図 2 Phospho-Axl の発現強度と全生存率の比較 
  肺腺癌 112 症例における phospho-Axl の発現強度と全生存率による生存曲線を 
作成した（Kaplan-Meyer 法）．更に，発現強度が高い症例では，有意に予後が悪い   
ことが認められた（P = 0.041，log-rank test）． 
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図 3 肺腺癌培養細胞における Axl および Gas6 の発現 
  肺腺癌細胞 5 種類における Axl および Gas6 の発現を蛋白質レベルで解析した．
Axl の発現は，Axl ECD を認識する抗体を用いて検討した． 
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図 4 肺腺癌培養細胞に対する抗 Axl 抗体の細胞増殖抑制効果① 
A：肺腺癌培養細胞 A549 および PC9 に対する抗 Axl 抗体による細胞増殖抑制効果に
ついて，細胞増殖試験により検討した．抗 Axl 抗体を濃度依存的（0，1.0，2.0，5.0 g/mL）
に添加し，細胞増殖への影響を調べた．Axl Ab，抗 Axl 抗体．**，P = 0.01；***，P = 
0.001． 
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図 5 肺腺癌症例における Axl の発現 
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図 6 Axl ECD の発現が検出された間質細胞の特定 
  一部の間質細胞における Axl ECD の発現について，血管内皮細胞であることを 
特定するため，血管内皮細胞マーカーである CD31 の発現を確認し，これらの発現の
比較を行った．図に示すように，ほぼ同様の場所に検出されたことから，間質細胞に
おける Axl の発現は，血管内皮細胞であることが予想された．×100． 
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図 7 非小細胞肺癌における phospho-Axl と Axl ECD の発現の比較検討 
  非小細胞肺癌症例における phospho-Axl と Axl ECD の発現について，比較・検討
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図 8 酸化ストレス条件下の肺腺癌培養細胞におけるチロシンキナーゼ受容体の 
活性化 
  肺腺癌培養細胞に対して酸化ストレスを加え，抗体アレイを用いてリン酸化  
されたチロシンキナーゼ受容体を網羅的に解析した．NCI-H23 および PC9 に対し，5.0 
mM H2O2 を添加し，1 時間後に抽出した蛋白質を解析した（A，抗体アレイに含ま  
れる 71 因子；B，メンブレン全体；C，A から抽出した結果）． 
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図 9 酸化ストレス負荷によるリン酸化チロシン残基の解析 
  肺腺癌培養細胞に対し，酸化ストレスを加えた際のリン酸化チロシン残基の変化
を解析した．NCI-H23 および PC9 に対して 5.0 mM H2O2を添加し，1 時間後の蛋白質
を抽出して解析を行った．どちらの培養細胞にも共通してチロシン残基のリン酸化が 
誘導された因子が 3 つ認められた（①52 kDa よりやや高分子，②100-150 kDa の間，
③150 kDa より高分子）． 
 




  酸化ストレス条件下で抗体アレイにより検出されたAxlおよび EGFRを確認する
と共に，どのような細胞内シグナル経路が活性化されているのか，解析を行った．
NCI-H23 および PC9 に対し，H2O2（0，0.5，5.0 mM）を添加して 1 時間後の蛋白質を
抽出し，解析した．主な細胞内シグナル経路である PI3K-Akt 経路および MEK-ERK
経路からそれぞれ Akt および ERK，更に酸化ストレスに関与するとされる因子 Src の
リン酸化について検討した． 
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図 11 酸化ストレスによる活性化誘導に対する阻害剤の効果① 
 酸化ストレス条件下で活性化誘導される Axl および EGFR を標的とする薬剤を 
添加し，活性化を抑制できるのか，検討した．NCI-H23 および PC9 に対し，5.0 mM H2O2
および，EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 gefitinib（NCI-H23 および PC9 に対し，それ
ぞれ 10 M および 1.0 M）もしくは Axl-Fc（1.0 g/mL）を添加し，1 時間後の蛋白
質について解析した． 
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図 12 酸化ストレスによる活性化誘導に対する阻害剤の効果② 
酸化ストレス条件下，活性化誘導される Axl および EGFR に対し，メタロプロテ
アーゼ阻害剤の効果について検討した．NCI-H23 および PC9 に対し，5.0 mM H2O2   
および GM6001（20 M）を添加し，1 時間後の蛋白質について解析した． 
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図 13 酸化ストレスによる Axl および EGFR に対するリガンドの発現への影響 
  酸化ストレス条件下で Axl および EGFR に対するリガンドの発現について検討 
した．5.0 mM H2O2を添加し，1 時間後の total RNA を抽出し，cDNA を調製した．Axl
および EGFR に対する細胞膜型結合リガンドである Gas6 および HB-EGF の発現に 
ついて検討した．いずれの発現についても，両細胞で有意に発現が減少した． 
*，P = 0.05；**，P = 0.01． 
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図 14 酸化ストレスによる活性化誘導に対する阻害剤の効果③ 
 酸化ストレス条件下で活性化された ERK および Src に対するそれぞれの阻害剤
の効果を検討した．NCI-H23 および PC9 に対し，5.0 mM H2O2および，MEK阻害剤
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図 15 酸化ストレスによる Axl の切断 
酸化ストレス条件下，Axlの発現について検討した．NCI-H23および PC9に対し，
H2O2（0，0.5，5.0 mM）を添加後，1 時間の蛋白質について解析した（A）．更に，5.0 
mM H2O2を添加し，1 時間後の RNA を抽出し，PCR を行って Axl の発現を解析した
（B）． 
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図 16 FBS による Axl 分解への影響 
  FBS による Axl ECD の分解にどのような影響があるか，検討した．NCI-H23 お
よび PC9 を，無血清培地にて一定時間（0，6，24 時間）培養した際の蛋白質を解析
した．52 kDa 周辺および 100-150 kDa にバンドが検出された．高分子の因子が全長
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図 17 細胞膜結合蛋白質分解酵素誘導剤と阻害剤の効果 
  細胞膜結合蛋白質を分解する酵素を誘導する薬剤 PMA および阻害する薬剤
GM6001 が Axl ECD の切断にどのような影響を与えるのか，検討した．NCI-H23 およ
び PC9 を，無血清培地を用いて 6 時間枯渇させた後，PMA（1.0 g/mL），GM6001（20 
M）および MG132（10 M）を添加した．1 時間後の細胞溶解物から蛋白質を抽出し，
更に培養した培地 CM を濃縮させ，それぞれウェスタンブロッティングにより解析し
た．全長 Axl（140 kDa）は PMAにより減少し，細胞外ドメイン切断後の細胞内ドメ
イン（55 kDa）は増加した．GM6001 はこれを回復させた（A）．CM において，Axl ECD
を認識する抗体を用いて，sAxl の発現を解析した結果，PMA により sAxl が増加し，
GM6001 添加により抑制された（B）． 
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図 18 酸化ストレスによる Axl の切断 
  酸化ストレスを負荷することにより，Axl が切断されるのか，検討した．NCI-H23
および PC9 を無血清培地にて 6 時間培養後，5.0 mM H2O2，20M GM6001 および  
10 M MG132 を添加した．1 時間後の細胞溶解物および培養した培地を回収し，解析
を行った．細胞溶解物について，Axl 細胞内ドメインを認識する抗体で検出した結果，
PMA の添加と同様に全長 Axl（140 kDa）のバンドが減少し，切断後の細胞内ドメ  
イン（55 kDa）が増加した．またこれらは GM6001 により回復した．CM についても
PMA添加条件と同様に，H2O2添加により増加し，GM6001 により抑制された． 
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図 19 酸化ストレスによる Axl の切断と Src 阻害による効果 
  酸化ストレスによる Axl の切断に対し，Axl の活性化を抑制した Src 阻害剤 PP2
がどのような影響を与えるか，検討した．NCI-H23 および PC9 を無血清培地にて   
6 時間培養後，5.0 mM H2O2，20 nM PP2 および 10 M MG132 を添加し，1 時間後の
蛋白質について検討した． 
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図 20 酸化ストレスによる TIMPs の発現への影響 
  酸化ストレスによる TIMPs の発現への影響について，RNA レベルで解析した． 
NCI-H23 および PC9 に対し，H2O2を以下の条件で添加して RNAを抽出し，PCR にて
解析を行った．NCI-H23，5.0 mM（3 時間）；PC9，0.5 mM（6 時間）．酸化ストレス
により，TIMP1 および TIMP2 の発現は有意に減少した．*，P < 0.05；**，P < 0.01． 
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10. 表 
表 1 肺腺癌 112 症例の臨床病理学的因子 
臨床病理学的因子 112 症例 
年齢（歳）* 66.6 ± 9.2 
性別  
 男性 62 
 女性 50 
腫瘍径（mm）* 28.6 ± 14.1 
ステージ  
  I 79 
  II 12 
  III 21 
Ki67 LI (%)* 16.4 ± 12.2 
*：平均値±SD． 
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表 2 免疫組織化学に用いた一次抗体の詳細 
一次抗体 動物種 抗原賦活処理 希釈倍率 陽性コントロール メーカー 
Phospho-Axl 
(Y779) 
Rabbit 処理なし 1/100 乳癌組織 71),72) R&D Systems 
Axl ECD Goat 処理なし 1/250 卵巣癌組織 29) R&D Systems 
Ki-67 Mouse オートクレーブ** 1/200 扁桃 DAKO* 
*：Glostrup, Denmark 
**：クエン酸バッファーにて 121oC，5 分間の熱処理． 
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表 3 本研究で用いた培養細胞 
 遺伝子変異 メーカー 
A549 KRAS ATCC* 
NCI-H1975 EGFR（L858R） ATCC 
NCI-H23 KRAS/PTEN ATCC 
PC3  東北大学医用細胞資源センター（仙台） 
PC9 EGFR（exon 19 欠損） 免疫生物研究所（群馬） 
*，American Type Culture Collection，USA． 
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表 4 試薬類 








阻害剤 メーカー 備考 









Biaffin GmbH and Co KG 
(Kassel, Germany) 
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 
Axl-Fc R&D Systems Inc. 可溶型 Axl 






Sigma Aldrich Co., Ltd. 
Enzo Life Sciences 
(Farmindale, NY) 
和光純薬工業株式会社 
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Gas6 NM_000820 1447 1625 
HB-EGF NM_001945 597 697 
TIMP1 NM_003254 476 654 
TIMP2 NM_003255 709 866 
RPL13A NM_012423 487 612 
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表 6 ウェスタンブロッティングで用いた一次抗体の詳細 
一次抗体 動物種 メーカー 希釈倍率 
Phospho-Axl (Y779) Rabbit 
R&D Systems 
1/200 
Axl ECD Goat 1/250 
Axl ICD 
Rabbit 
Cell Signaling Technology, Inc. 
（Beverly, MA） 
1/250 




-Actin Mouse Sigma Aldrich Co. 1/2000 
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表 7 Phospho-Axl の発現強度と臨床病理学的因子との比較検討 
 
  
陰性 弱陽性 強陽性 
P 値 
45 症例 43 症例 24 症例 
年齢（歳）*    0.86 
 66.0 ± 9.6 66.9 ± 8.4 67.0 ± 8.4  
性別    0.55 
 男性 21 30 11  
 女性 24 13 13  
腫瘍径（mm）*    0.08 
 28.0 ± 14.2 26.3 ± 12.7 33.8 ± 12.1  
ステージ    0.24 
  I 33 32 14  
  II 2 6 4  
  III 10 5 6  
Ki67 LI (%)*    0.59 
  15.3 ± 10.5 15.7 ± 12.7 18.7 ± 12.2   
*：平均値±SD． 
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P 値 P 値 
Phospho-Axl 発現強度 
（強陽性／弱陽性・陰性） 
0.009 0.01 2.3 (1.2-4.1) 
ステージ（II および III/I） 0.13   
Ki67 LI（≥10%/<10%） 0.59   
腫瘍径（≥20 mm/<20 mm） 0.8   
性別（男性／女性） 0.98     
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表 9 Axl の発現を検討した肺腺癌症例 52 症例の臨床病理学的因子 
 
臨床病理学的因子 n = 52 
年齢（歳） 66.7 ± 8.6 
性別 
 
 男性 27 
 女性 25 
腫瘍径（mm） 31.7 ± 14.0 
ステージ 
 
  I 36 
  II 6 
  III 10 
Ki67 LI (%)* 17.4 ± 12.7 
*：平均値±SD． 
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表 10 Axl の発現を検討した肺腺癌症例 52 症例における phospho-Axl および Axl 
ECD の発現の比較 
 
  Axl ECD 









陰性（21 症例） 10 11 
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（11 症例） （20 症例） 
Ki67 LI（%） 19.5±14.7 18.3±13.0 0.47 
腫瘍径（mm） 32.6±10.9 31.8±14.6 0.79 
*：平均値±SD． 
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